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Beschreibung 

Als Upoproteine bezeichnet man hochmoiekuiare, wasserlosliche Komplexe, bestehend aus Lipiden (Cholesterin, 
Triglyceride. Phospholipide) und einem oder mehreren ganz bestimmten Proteinen, die Upide komplexieren konnen 

5 und als Apolipoproteine bezeichnet werden Die Upoproteine steilen die Funktionseinhert fur den Transport der wasser- 
unloslichen Lipide im Blutdar. Der Struktur der Upoproteine ist gemeinsam, dal3 sich die hydrophilen Arrteile der Phos- 
pholipide und die hydrophilen Anteile der Apolipoproteine an der Oberflache, die hydrophoben Triglyceride und 
C hot ester inester hingegen im Inneren der spharischen Partikel anordnen (pseudomicellare Partikel). 

Die Upoproteine werden in verschiedenen Dichtekiassen eingeteilt. Upide besitzen eine wesenttich geringere 

w Dichte als Proteine. Fur erstere liegt das spezifische Gewicht unter 0.9 g/ml KBr, fur die Proteine uber 1 ,28 g/ml KBr. 
Komplexe aus Upiden und Proteinen liegen demzufolge in ihrer Dichte zwischen den genannten Extremwerten. In der 
Ultrazentrifuge konnen die Upoproteine in 4 Dichtekiassen aufgetrennt werden. 

Chylomikronen (Dichte d < 0.95 g/ml) werden im Darm gebildet und transportieren exogene Triglyceride, ihr Upid- 
anteil betragt 98 - 99.5 %, der Proteinanteil 0.5 - 2 %; sie rahmen im Serum auf. 

75 VLDL (= Very Low Density Upoproteine = Upoproteine sehr niedriger Dichte; d < 1 .006 g/ml ) werden in der Leber 
gebildet und transportieren den Hauptanteil der endogenen Triglyceride und bestehen zu 35 - 90 % aus Lipiden und zu 
10-15% aus Protein. 

IDL (Intermediate Density Upoproteine ■ Upoproteine intermediarer Dichte; d = 1,006 - 1.019 g/ml) sind bei Stoff- 
wechselgesunden nur in sehr niedriger Konzentration nachweisbar und werden als Stoffwechselprodukte der VLDL 
20 oder Vorlaufermoiekule der LDL aufgefaGt. 

LDL (Low Density Upoproteine = Upoproteine niedriger Dichte; d = 1,019 - 1.063 g/ml) transportieren den Haupt- 
anteil des Cholesterins im Blut Die LDL entstehen als Stoffwechselprodukt aus den VLDL und enthalten etwa 75 % 
Upide und 25 % Proteine. 

HDL (= High Density Upoproteine = Upoproteine hoher Dichte; d = 1 ,063 - 1 .21 g/ml) enthalten etwa 50 % Protein 
- 25 und 50 % Upide und werden als Vorlaufermoiekule von Darm und Leber gebildet und im Plasma ausgeformt; sie ktin- 
nen Cholesterin aus den Zellen aufnehmen und zur Leber zurucktransportieren. Aufgrund der verschiedenen Kompo- 
sition und Morphologie sowie funktioneller Eigenschaften unterscheidet man die HDL-Subfraktionen HDL! (1,055 - 
1,085g/ml), HDL 2 (1.063 - 1.12g/ml) und HDL 3 (1. 12-1,21 g/ml). 

HDL sind keine einheitliche Substanz. sondern ein heterogenes Gemisch von MakromolekQIen, die sich durch Par- 
30 tikelgroSe, chemische Zusammensetzung und physikochemische Eigenschaften unterscheiden. Referenzmethode zur 
Darstellung der HDL ist die Flotation in der praparatrven Ultrazentrifuge (d - 1.063 - 1 .21 g/ml). Der uberwiegende Teil 
der in dieser DichtekJasse gefundenen Partikel hat folgende Eigenschaften: 

a) Elektrophorese: Wanderung in a- Position. 
35 b) Elektronenmikroskopie. sphSrische Partikel mit einem Durchmesser von 80 - 120 x 10' 10 m. 

c) chemische Komposition: Apo A-I-Anteil (30-35 %), Apo A-ll-Anteil (10-15 %). Apo C-Anteil (3-5 %), Phospholi- 
pid-Anteil (25-30 %), Cholesterin/Cholesterinester-Anteil (15-20 %). Triglycerid-Anteil (3 - 5 %). 

Abhangig von der Isolierungstechnik und dem Gehatt von Upoprotein (a) in verschiedenen Seren konnen in der 
40 HDL-DichteWasse variable Mengen von Apo-B-enthaltenden Upoproteinen (Upoprotein (a), LDL) gefunden werden; 
andererseits sind geringe Verluste von HDL in die d > 1 .21 g/ml DichteWasse bei praparativer Ultrazentrifugation zu ver- 
zeichnen. 

Die HDL-Fraktion laBt sich durch besondere Isolierungstechniken in verschiedene Subfraktionen auftrennen. Die 
fur Winische Belange wichtigsten Unterfraktionen werden als HDL! (1 .055 - 1 .085 g/ml), HDL2 (1,063 - 1 ,125 g/ml) und 
45 HDL 3 (1,125 - 1.210 g/ml) bezeichnet. Sie zeichnen sich durch unterschiedliche Upid- und Proteinkompositionen. phy- 
sikochemische und funktionelle Eigenschaften aus. 

Die Unterfraktion HDLt laBt sich durch spezieile Trenntechniken (z.B. Zonalzentrrfugation, Heparin- Affinitatschro- 
matographie) isolieren. Sie enthalt Apo E als dominierende Proteinkomponente. Unter Cholesterirrfutterung nimmt bei 
verschiedenen Tierspezies die Konzentration dieser Fraktion stark zu; man bezeichnet diese cholesterinreduzierte 
so HDL-Fraktion als HDLc- HDLq ist auch beim Menschen nach mehrwochiger cholesterinreicher Nahrung nachweisbar. 

Ungefahr 50 % der HDL- Masse sind Protein. 30 % Phospholipide. 10 bis 20 % Cholesterin- und Cholesterinester 
und 5 % Triglyceride. Das Lecithin/Sphingomyelin-Verhaitnis betragt 5:1, das Verhaftnis verestertes Cholesterin/freies 
Cholesterin etwa 3:1 . HDL 2 enthalt etwa 60 % Upide und 40 % Protein, wahrend HDL 3 zu etwa 45 % aus Lipiden und 
zu etwa 55 % aus Proteinen besteht. Das Phosphatidylcholin/Sphingomyelin-Verhartnis von freiem zu verestertem 
55 Cholesterin ist in den HDL 2 heher als in den HDL 3 . HDLc enthalt einen besonders hohen Anteil an Apo E und Chole- 
sterinestern. Der Proteinanteil der HDL setzt sich aus mehreren Apolipoproteinen zusammen. Ungefahr 90 % des Pro- 
teinarrteils der HDL bestehen aus Apo A-l und Apo A-ll. Das Mengenverhaitnis beider Apolipoproteine scheint in den 
Subpopulationen des HDL unterschiedlich zu sein und zum Teil von der jeweiligen Preparation mit dem Zonalrotor 
wurde in der HDL 2 -Fraktion ein molar es Apo A-1/Apo A-ll Quotient von 9:1 und in der HDL 3 -Fraktion ein Quotient von 
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2:1 gefunden. 

Crotonsaureamidderivate, deren Herstellung und deren Verwendung als Arzneimrttel sind bekannt aus EP 484 
223, EP 529 500. EP 538 783. US 4 061 767 und EP 551 230. 

Es wurde nun gefunden. da 6 Verbindungen der Formel I sich in der HDL-Fraktion des Blutes anreichern und Zube- 
reitungen enthaltend High Density Lipoproteine und eine Verbindung der Formel I. zur Dosiserniedrigung der Verbin- 
dung der Formel I bei gleicher Wirksamkeit fuhren. Die Dosisreduzierung fuhrt ohne verringerte Wirksamkeit zur 
erhohten Sicherheit bei der therapeutischen Anwendung. GJeichzeitig kflnnen die Therapiekosten erniedrigt werden. 
Ferner zeigen Zubereitungen, enthaltend Lipoproteine und Verbindungen der Formel I, vertangerte Wirksamkeit bei 
Transplantationen. 

Die Erf indurrg betrrfft daher eine Zubereitung enthaltend mindestens 

1) ein Lipoprotein. 

2) eine Verbindung der Formel I 




und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der Formel I und/oder ein physiologisch ver- 
tragiiches Salz der Verbindung der Formel I und 
3) einen pharmazeutischen Trager, wobei 

R 1 fur 

a) (CrCJ-Alkyl 

b) (Cs-CgJ-Cycloaikyl, 

c) (C 2 -C 6 )-AJkenyl oder 

d) (C2-C 6 )-A1kinyl, stent, 

R 2 fur 



a) -CF 3 , 

b) -0-CF 3 . 

c) -S-CF 3 . 

d) -OH. 

e) -N0 2 , 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O- Phenyl, 
k)-CN 

I) -O- Phenyl, ein oder mehrfach substituiert durch 

1) (C r C4)-Alkyl, 

2) Halogen, 

3) -0-CF 3 oder 

4) O-CH3, stent, 

R 3 for 



a) (C r C 4 )-AIkyi, 

b) Halogen, oder 
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c) Wasserstoffatom stent, und 

Xtur 

a) eine -CH-Gruppe Oder 

b) Stickstoffatom, steht. 

Bevorzugt ist der Einsatz einer Verbindung der Formel I und/oder eine gegebenenfalls stereoisomer Form der 
Verbindung der Formel I und/oder ein Salz der Verbindung der Formel I. wobei 

R 1 fur 

a) Methyl, 

b) Cyciopropyl oder 

c) (C3-C 5 )-Alkinyl steht. 

R 2 fur CF 3 oder CN steht, 

R 3 fur Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 

X fur eine -CH-Gruppe steht. 

Insbesondere bevorzugt ist die Verwendung von N-(4-Trifluormetriylpheriyl)-2<yan-3-hydroxy-crotonsaureamid, 2- 
Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)-amid oder N-(4-Trffluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy- 
hept-2-en-6-in-carbonsaureamid. 

Die Herstellung der Verbindungen der Formel I erfolgt nach bekannten Verfahren wie sie in EP 484 223; EP 538 
783 oder EP 551 230 beschrieben werden. 

Unter dem Begriff Alkyl, Alkenyl oder Alkinyl werden Reste verstanden deren Kohlenstoffkette geradkettig oder ver- 
zweigt sein kann. Ferner kOnnen die Alkenyl- oder Alkinyl- Reste auch mehrere Doppelbindungen beziehungsweise 
mehrere Dreifachbindungen enthalten. Cyctische Alkylreste sind beispielsweise 3- bis 5-gliedrige Monocyclen wie 
Cyciopropyl, Cyclobutyl oder Cydopentyl. Die Ausgangsstoffe der chemischen Umsetzungen sind bekannt Oder lassen 
sich nach literaturbekannten Method en leicht herstellen. 

Lipoproteine, die in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, enthalten Lipide und Proteine. Bevorzugte 
Lipide sind naturlich vorkommende Lipide in Blut oder Serum, wie Cholesterin, Cholesterinester, Triglyceride oder 
Phospholipide. Bevorzugte Proteine sind lipophile Proteine, bevorzugt lipophile Proteine aus Blut oder Serum. Die Pro- 
teine konnen auch chemisch modrfiziert sein, beispielsweise mit Polyethytenglycol modrf izierte Proteine. 

Das bevorzugte Protein zu Lipid- Verhattnis betragt von etwa 20 % Protein zu 80 % Lipid, besonders bevorzugt von 
etwa 30 % Protein zu etwa 70 % Lipid, insbesondere bevorzugt von etwa 40 % Protein zu etwa 60 % Lipid, ganz beson- 
ders etwa 50 % Protein zu 50 % Lipid. Die Konzentration der Lipidkomponente variiert entsprechend der verwendeten 
Lipoproteine. 

Die Lipidkomponente der Lipoproteine enthatt beispielsweise von etwa 5 % bis 40 % Phospholipide, von etwa 1 % 
bis 20 % Triglyceride; von etwa 5 % bis 30 % Cholesterinester, oder von 1 % bis 5 % Cholesterin oder Mischungen der 
genannten Lipidkomponenten. 

Die erf indungsgemaBen Zubereitungen enthalten von etwa 1 % bis etwa 20 % vom Trockengewicht eine Verbin- 
dung der Formel I Oder ein Salz der Verbindung der Formel I. 

Lipoproteine, die in der vorliegenden Erfindung verwendet werden konnen, sind in Tleren oder Menschen naturlich 
vorkommende Lipoproteine als solche, Lipoproteine, die aus nicht naturlichen Quellen stammen, oder chemisch modi- 
fizierte Lipoproteine. Bevorzugt sind Lipoproteine aus Saugetieren und insbesondere aus Menschen. Geeignete Lipo- 
proteine konnen aus Sauretieren wie Rindern, Pferden der Kaninchen gewonnen werden. Besonders geeignet sind 
Lipoproteine aus den zu behandelnden Patienten, da autologe Lipoproteine geringe bis keine Toxizitaten und Immun- 
ogenitaten aufweisen. 

Bevorzugt sind HDL Lipoproteine geeignet und konnen aus Saugetieren wie Rindern, Pferden oder Kaninchen 
gewonnen werden. Besonders geeignet ist HDL aus dem zu behandelnden Patienten, da autologes HDL geringere bis 
keine Toxizitat und Immunogenitat aufweist als HDL aus Sauretieren. Es konnen jedoch auch HDL-Fraktionen, Subfrak- 
tionen oder HDL-Bestandteile in der erf indungsgemaBen Zubereitung eingesetzt werden. Ferner kann das HDL enzy- 
matisch oder chemisch modrfiziert werden. 

Die erf indungsgemaBe Zubereitung eignet sich beispielsweise zur Behandlung von 

Immunologischen Erkrankungen 

Krebserkrankungen wie Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs, Sarkome, Kaposi's Sarkom, Meningiom, Darm- 
krebs, Lymphknotenkrebs, Hirrrtumore, Brustkrebs, Pankreaskrebs, Prostatakrebs oder Hautkrebs 
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Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes Oder multipler SWerose 
Rheumaerkrankungen 

Transplantation en Oder Graft-versus-Host-Reaktionen Oder Host-versus-Graft- Reaktionen 

akute, chronische oder hyperakute AbstoBungsreaktionen nach Transplantation von Organen wie Niere, Herz, 

Haut, Leber, Knochen, Blut Oder Haare 

Erkrankungen, die durch stark proltferierende Zellen verursacht werden 

Psoriasis oder atypischer Dermatitis 

Aitergie, Asthma, Urticaria. Rhinitis oder Uveitis 

Typ ll-Diabetes 

zystischer Fibrose, Koiitis, Leberf ibrose oder Sepsis. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung der Zubereitung, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 
man die Verbindung der Formel I und/oder ein physiologisch vertragliches Salz der Verbindung der Formel I und HDL 
mrt einem pharmazeutisch geeigneten und physiologisch annehmbaren Trager und gegebenenfalls weiteren geeigne- 
ten Wirk-, Zusatz- Oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt. 

Die erfindungsgemaBe Zubereitung kann intravenos oder parenteral appliziert werden. Geeignete f lussige galeni- 
sche Darreichungsformen sind beispielsweise injizierbare Losungen, Suspensionen oder Emulsionen. 

Vorzugsweise wird die Zubereitung in Dosierungseinheiten hergestellt und verabreicht, wobei jede Einheit als akti- 
ver Bestandteil eine bestimmte Dosis von der Verbindung der Formel I und/oder physiologisch vertragliche Salze der 
Verbindung der Formel I enthalt. Fur die Behandlung eines Patienten (70 kg), sind in fruhen Phasen eine intravenose 
Infusionsbehandlung von maximal 1200 mg pro Tag und in der spateren Rehabilitationsphase maximal 3 mal 300 mg 
pro Tag der Verbindung der Formel I und/oder der entsprechenden Salze der Verbindung der Formel I indiziert. 

Die Menge der Lipoproteine, insbesondere an HDL in der Zubereitung betragt von 0.1 ml bis 100 ml pro Tag. Die 
Mengenangabe ml HDL bezieht sich auf die Preparation gemaB Beispiel 1a. wobei das Serum und das HDL keine Ver- 
bindung der Formel I enthalt 

Die anzuwendende Dosierung ist selbstverstandlich abhangig von verschiedenen Faktoren wie dem zu behandein- 
den Lebewesen (d.h. Mensch oder Tier), AKer, Gewicht, allgemei ner Gesundheitszustand, dem Schweregrad der Sym- 
ptom e, der zu behandelnden Erkrankung, eventuellen Begleiterkrankungen (falls vorhanden), der Art der begleitenden 
Behandlung mit anderen Arzneimitteln Oder der Haufigkeit der Behandlung. Die Dosierungen werden im allgemeinen 
mehrfach pro Tag und vorzugsweise einmal bis dreimal pro Tag verabreicht. Die verwen-dete Menge der Verbindung 
der Formel I orientiert sich hierbei an der empfohlenen Tagesdosis der jeweiligen Verbindung der Formel I und der Los- 
lichkeit der Verbindung der Formel I in HDL Im allgemeinen liegt die Konzentration der Verbindung der Formel I in der 
Zubereitung von 10 % bis 100 % der empfohlenen Tagesdosis, bevorzugt von 20 % bis 80 %, insbesondere bei 50 %. 
Die geeignete Therapie mit den erfindungsgemaBen Kombinationen besteht somit z.B. in der Verabreichung von einer, 
zwei Oder drei Einzeldosierungen der erfindungsgemaBen Zubereitung bestehend aus 

1) 5 mg bis 50 mg, vorzugsweise von 10 mg bis 20 mg N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotonsaurea- 
mid und 

2) 0,1 ml bis 10 ml, vorzugsweise 1 ml bis 3 ml HDL 

wobei die Menge naturgemaB von der Zahl der Einzeldosierungen und auch der zu behandelnden Krankheit abhangig 
ist. Eine Einzeldosierung kann auch aus mehreren, gleichzeitig verabreichten Dosiereinheiten bestehen. Das Verhatt- 
nis der Verbindung der Formel I zur Menge an HDL in den Dosiereinheiten hangt von der Loslichkeit der Verbindung 
der Formel t in HDL ab. In der Regel werden je mg der Verbindung der Formel I von 0,01 bis 10 ml HDL eingesetzt. 
bevorzugt von 0.1 ml bis 5 ml HDL 

Ferner konnen die erfindungsgemaBen Zubereitungen auch zusammen mit anderen geeigneten Wirkst often, bei- 
spielsweise Antiuricopathika, Thrombocytenaggregationshemmern, Analgetika. steroidalen oder nichtstereoidalen 
Antiphlogistika oder immunsuppressiven Verbindungen wie Cylosporin A. FK 506 oder Rapamycin eingesetzt werden. 

Beispiel 1 

N-(4-Trrfluormetrtylphenyl)-2>cyan-3-hvdroxy-crotonsaureamid (Verbindung 1) in Lipoproteinfraktionen aus Humanse- 
rum 

Drei mannliche freiwiilige Versuchspersonen erhalten an drei aufeinander folgenden Tagen oral je 100 mg 
Trrfluormethy1pher»yi)-2K^an-3-hvdroxycrotonsauream!d in Pulverform. Etwa vier Stunden nach der letzten Medikation 
werden je 100 ml Blut entnommen. Aus diesem Blut wird durch Zentrifugation Serum gewonnen. 
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a) Preparation der Lipoprotein-Fraktionen 



Das Serum jeder Versuchsperson wird durch Einruhren von festem KBr, wobei je ml Serum 0,0199 g KBr einge- 
setzt werden, auf eine Dichte von 1 ,020 g/ml gebracht. Nach 20stundiger Zentrifugation bei 4°C und 140 000 xg setzt 
5 sich eine "very low density lipoprotein" (VLDL) enthaltende milchig-weiBe Lipoproteinschicht auf dem Serum ab. 

Nach vorsichtigem Abpipettieren dieser Schicht wird das verbiiebene Serum mit 0,0628 g KBr/ml Serum vermischt. 
wobei eine Dichte von 1 ,063 g/ml erreicht wird. Nach 20stundiger Zentrifugation bei 4°C und 1 40 000 xg wird die braun- 
liche "low density lipoprotein" LDL-Schicht vom Serum abgenommen. 

Das verbiiebene Serum wird mit 0,234 g KBr/ml Serum vermischt, wobei eine Dichte von 1 ,21 g/ml erreicht wird. Nach 
w 20stundiger Zentrifugation bei 4°C und 140 000 xg wird die "high density lipoprotein" HDL-Schicht abgenommen. 
Die erhaltenen HDL-Fraktionen werden in einen Dialyseschlauch mit einer AusschluBgrenze von 6000 - 8000 kD gege- 
ben und gegen einen Puffer pH 7,4 fur 72 Stunden dialysiert. Alle 24 Stunden wird der Puffer 2 bis 3 mal gewechseft. 
Die dialysierten HDL-Fraktionen kflnnen sofort verwendet werden oder werden bei -80°C gelagert. Nach der Dialyse 
wird eine Proteinbestimmung der dialysierten HDL-Fraktionen durchgefuhrt. Es ergibt sich ein Wert von etwa 20 mg 
is Protein pro ml dialysierte HDL-Fraktion. 



b) Extraktion der Verbindung 1 aus den Proben 



Dazu werden aus alien Upoproteinfraktionen und zusatzlich vom Ausgangsplasma je 500 \i\ abgenommen und 
20 langsam zu je 1200 ^l Acetonrtril zugetropft. Die Proben werden 10 min im Ultraschallbad behandelt und 10 min bei 14 
000 xg abzentrifugiert. 

Bei den HDL-Proben bilden sich zwei Phasen, von denen die obere weiter verarbeitet wird. Von alien Proben wird der 
Uberstand abgenommen und uber Nacht im Trockenschrank bei 60°C eingedampft. Am nachsten Tag werden die Pro- 
ben in je 100 ^ Methanol aufgenommen und analysiert. 

25 

c) Ana lysen method e 



Die Proben werden mit HochdruckflQssigchromatographie (HPLC) analysiert. 



30 



35 



Laufmittel: 

Sauie: 

FluBrate: 

Injektion: 

Detektion: 

d) Ergebnis 



0.1 M H 3 P0 4 : Acetonrtril 1:1 

LiChrospher 100 RP 18, 250 x 4 mm, 5 ji. Fa Merck AG 

1 ,5 ml/mi n 

50 pJ je Probe 

mit Diode-Array- Detektor 



Es wird je eine Standardkurve mit der Verbindung 1 aufgenommen. Durch Vergleich der U V-Spektren mit der in den 
Proben gefundenen Substanz ergibt sich, dal3 im Plasma ausschlieBlich Verbindung 1 vorhanden ist Die Gesamt- 
40 menge der im Plasma nachgewiesenen Substanz ist bei den drei Probanden wie folgt: Versuchsperson 1 (VP1) bei 
32,00 ng/ml, bei VP2 bei 9,61 tig/ml und bei VP3 bei 36.27 ^ig/ml. 

AuBer im Vollplasma kann nur in den HDL-Fraktionen Verbindung 1 gefunden werden. Hier wird bei VP1 1,55 ng/ml, 
bei VP2 2,39 jig/ml und bei VP3 1 ,03 ug/ml der Verbindung 1 festgestellt. 



45 Beispiel 2 



EinfluB von HDL auf die Wirkung von Verbindung 1 im Testmodell akute experimentelle allergische Encephalomyelitis 
(EAE) 

so Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt wie in H.W. Schorlemmer und R.R. Bartlett (Agents Actions. 41 , Special Confe- 
rence Issue: C271-C273. (1994)) beschrieben. 10 mg der Verbindung 1 werden in 1 ml der dialysierten HDL-Fraktion, 
gelost. Das HDL wird wie in Beispiel 1 beschrieben aus Rattenserum prapariert Dazu werden 100 mg der Verbindung 
1 in 10 ml dialysierte HDL-Fraktion gegeben und uber Nacht auf dem Magnetruhrer bei mittlerer Ruhrgeschwindigkeit 
und 4 °C geruhrt. Dann wird 3 mal fOr 30 sec mit Ultraschall suspendiert und weitere 4 Stunden geruhrt. Zum SchluB 

55 wird die Zubereitung 15 min im Ultraschallbad behandelt. Die Zubereitung wird den Ratten intravenos verabreicht. 

Verbindung 1 ohne HDL wird in einer Konzentration von 10 mg/rrrl Lflsungsmittei (1 % Carboxymethylcellulose in 
Wasser) den Ratten intravenos verabreicht. Die Konzentrationsangaben beziehen sich in Tabelle jeweils auf 1 kg 
Lebengewicht einer Ratte. Die Kbntrollgruppe erhalt nur Losungsmrttel (1 % Carboxymethylcellulose in Wasser) intra- 
venos verabreicht Es werden jeweils 5 Lewis Ratten pro Experiment eingesetzt. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse. 
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Tabelle 1 



Tana 

l aye ridUl 

Injektion 


Verbindung 1 


iNonrroiie 


MULU/ mi/Kg 

Ratte 


n o mi uni ■ o 
\J % d mi HUL + 2 

mg Verbin- 
dung 1 /kg 
Ratte 




20 mg/kg Ratte 


10 mg/kg Ratte 


2 mg/kg Ratte 








8 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


9 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


10 


0 


0 


0 


0.1 ±0,3 


0.2 ± 0,5 


0 


1 1 


0 


0 


0,5 ± 1.1 


1.3 ±0.8 


1,3 ±0,9 


0 


12 


0 


0 


1,4 ± 1.5 


3.2 ±0.7 


2.3 ± 1.1 


o 


13 


0 


0 


2,7 ± 1.4 


4,6 ±0,5 


3.6 + 0.8 


0 


14 


0 


0 


3.8 + 1,6 


5,8 ±0.9 


4,8 ± 0.4 


0.2 ± 0.5 


15 


0 


0.7 ±0.8 


4.5 ± 1,5 


6.6 + 0.8 


5.7 ± 1,0 


0.4 ± 1,0 


16 


0,3 ±0.5 


2,4 ± 1 .0 


4,5 ± 1.4 


6,8 ±0,7 


6.8 ± 0,5 


1.5± 1.3 


17 


0,6 ± 0.8 


3.6 ±0,7 


3,2 ± 2.3 


7.0 ±0 


7.0 ±0 


2.0 ± 1,4 


18 


1.2 ±0,9 


3,8 ±0.6 


2.9 ±2,4 






2,6 ± 1.9 




1,8 ±0,9 


3,3 ±0.5 


2,6 ±2.5 






2,5 ± 1 ,6 


20 


2,2 ± 1.2 


1.9 ±0,4 


2.5 ±2.5 






1.8 ± 1.4 


21 


2.3 ± 1,4 


1.6 ±0.5 


2,4 ±2,6 






1.4 ± 1.2 


22 


2.3 ±1.5 


1.2 ±0.4 


2.4 ±2,7 






1.4 ± 1,2 


23 


2.0 ±1.9 


1.0 ±0.4 


2.2 ±2.8 






0,9 ±0,7 


24 


1.4 ±2.1 


0,8 ± 0.7 


2,0 ± 2.8 






0.5 ±0.7 


25 


1,2 ±2.1 


0.2 ± 0.4 


1.7 + 2,8 






0.2 ±0.4 


26 


0.9 ± 2.3 


0 


1.4 ±3.0 






0 


27 


0.7 ± 2.2 




1.4 ±3,0 









Die Ergebnisse zeigen. da3 alle Tiere in der Kontrollgruppe und 0.2 ml HDL-Gruppe innerhalb von 17 Tagen ster- 
ben. In den Behandlungsgruppen 10 mg Verbindung 1 und 20 mg Verbindung 1 erfoJgt ein verzogertes Einsetzen der 
Erkrankung und das Verscnwinden der Symptome nach etwa 26 Tagen. In der Behandlungsgruppe 2 mg Verbindung 
1 treten deutlich starkere Symptome auf und das AbWingen der Symptome erfolgt langsamer. In der Behandlungs- 
gruppe 0.2 ml HDL und 2 mg Verbindung 1 - erfindungsgemaBe Zubereitung - erfolgt ein verzogertes Einsetzen der 
Erkrankung und das Verschwinden der Symptome nach 25 Tagen. Die Verzogerung der Erkrankung in der Behand- 
lungsgruppe 0.2 ml HDL und 2 mg Verbindung 1 entspricht etwa der Behandlungsgruppe 10 mg Verbindung 1 und die 
Schwere der aufgetretenen Symptome entspricht etwa der Behandlungsgruppe 20 mg Verbindung 1 . Daher fuhrt die 
erfindungsgemaBe Zubereitung zu einer Dosiserniedrigung der Verbindung 1 bei gleich guter Wirksamkeit. 

Beispiel 3 

N-(4-Trrfluormethylphenyl)-2-cyan-^^ Natriumsalz (Verbindung 2) 

50 g (0,15 moi) N-(4-Trifluormetriylphenyl)-2-cyano-3-hydro^ werden in einem 

Zweiphasensystem aus 50 ml 5 N Natronlauge und 500 ml Ethylacetat gelost. die organische Phase abgetrennt. zwei- 
mal mit wenig Wasser gewaschen. uber Natriumsurfat getrocknet und eingeengt. Der Clige ROckstand wird mit 500 ml 
tertar-Butylmethylether aufgenommen und zur vollstandigen Kristallisation 4 Stunden (h) bei Raumtemperatur geruhrt, 
filtriert und unter vermindertem Druck getrocknet. Zur vollstandigen Entfernung von Losemittelresten wird das kristal- 
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line Produkt in 500 ml Toluol 10 min unter RuckfiuB suspendiert, unter Ruhren abgekuhlt. erneut abgesaugt und unter 
vermindertem Druck getrocknet. Ausbeute: 41.1 g (77 %) vom Schmelzpunkt > 244°C Zersetzung (Zers.). 



Ci5H 10 F3N2O 2 Na (330.24 g/mol): 


berechnet 
gefunden 


C: 54,0 
C: 54.4 


H:3.5 
H:3.4 


N:8.4 
N: 8.4 


Na: 6.88 
Na: 6.5 


(ber. fur 1,1 %Wasser) 
Wasser: 1,1 % 



Beispiel 4 

2-Cyano-3^yclopropyl-3-hydroxy-aCTylsaure^4H:yanophenyl)^mid Natriumsalz (Verbindung 3) 

15 g (0.059 mol) 2-Cyano-3-cyclopropy1-3-hydroxy-acrylsaure-{4-cyanophenyl)-amid werden in 120 ml Wasser und 
100 ml Aceton suspendiert und durch Zugabe von 60 ml 1 N NaOH in Losung gebracht. Nach Filtration von Spuren an 
ungeiostem Material wind am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck auf etwa 200 ml aufkonzentriert, und bei 
0°C uber Nacht kristallisiert, abgesaugt und unter vermindertem Druck getrocknet. 
Ausbeute: 13 g. Schmp. > 280°C. 



Ci 4 H 10 N 3 Na (275.24): 


berechnet 
gefunden 


C: 60.7 
C: 60.8 


H:3.7 
H: 3.6 


N: 15.2 
N: 15.3 


(ber. for 0.7% Wasser) 
Wasser: 0,7% 



Beispiel 5 

Einf luB von HDL im Testmodell akute TransplantationsabstoBung 

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt wie in H.U Schorlemmer et al. (Transplant Proceeding. Band 25. Nr. 1 (1993). 
Seiten 763 - 767) beschrieben. Als Transplantspender dienen weibliche Dark-Agouti- Ratten (RTI *avl); Empfangerrat- 
ten sind Lewis-Ratten (RTT1) mit einem KGrpergewicht von etwa 170 g. Die Ratten werden von Charles River-Wega. 
Sulzfeld. Deutschland, zur Verfugung gesteltt. 

Hautstucke vom Schwanz. GrOBe etwa 0.5 x 1.0 cm, werden von den Dark Agouti-Ratten (DA) auf den Schwanz 
der Lewis-Ratten (LEW) ubertragen. Je Behandlungsgruppe werden 8 Here eingesetzt AbstoBung ist definiert als 
transplantierte Haut mit harter Konsistenz und rotbrauner Farbe. Die Verbindungen 1, 2 und 3 sowie die HDL-Fraktio- 
nen werden wie in Beispiel 2 vorberertet und den Tieren intravenfls (i.v.) verabreicht. Die Behandlung erfolgt mit den 
Praparaten am Tag der Transplantation und den neun (9) folgenden Tagen je einmal taglich. 

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse. 



8 
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Tabelle 2 



5 


Applizierte Verbindungen 


Tag an dem AbstoBung des 
Transplantats erfolgt 


durchschnittiiche Absto- 
Bungszeit (Tage; x ± SD) 




Kontroile 


7,7,7,8,8 


8,3 ± 1.2 




0,4 ml HDL 


9. 9. 9 




10 


Verbindung 1 


18, 18, 18, 19, 20 


19.4 ± 1,3 


2,5 mg/kg Ratte/Tag 


20, 21, 21 






0.4 ml HDL + 2,5 mg Verbindung 1 / kg Ratte/Tag 


32, 32. 33, 33, 33 

33. 33. 34 


32,9 ± 0,6 


15 


Verbindung 1 

5 mg / kg Ratte / Tag 


23. 23. 23. 23, 23 

24, 26. 26 


23.8 ±1.4 




0.4 ml HDL + 5 mg Verbindung 1 / kg Ratte / Tag 


34, 34, 35, 35. 36, 36, 37, 37 


35,5+ 1,2 


20 


Verbindung 2 


12, 13. 13, 13. 14 


14.5 + 2.3 


2.5 mg /kg Ratte / Tag 


15. 18. 18 






0.4 ml HDL + 2,5 mg Verbindung 2 / kg Ratte / Tag 


21,23, 24, 24, 25 
25, 25, 26 


24.1 ± 1,6 


25 


Verbindung 2 

5 mg / kg Ratte / Tag 


15. 16. 18. 18. 18 
19, 19. 21 


18,0+1.9 




0,4 ml HDL + 5 mg Verbindung 2 / kg Ratte / Tag 


25. 25. 27, 27, 29 


28.0 ± 2,3 


30 




30, 30, 31 






Verbindung 3 


13. 13. 14. 14. 16 


15.4 ±2.1 




2,5 mg / kg Ratte / Tag 


17, 18, 18 






0.4 mg HDL + 2,5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / Tag 


21,22. 22, 22. 23 


22.6±1,1 


35 




23, 24, 24 






Verbindung 3 


16. 16. 17, 18. 19 


18,8 ±2,4 




5 mg / kg Ratte / Tag 


20. 22. 22 




40 1 


0.4 ml HDL + 5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / Tag 


24, 24, 25, 25, 26 
27, 29. 29 


26.1 ±2.0 



45 Die Tabelle 2 zeigt, daB Zubereitungen, enthaitend HDL und eine Verbindung der Formel I, den Zeitpunkt der 
AbstoBung deutiich vertangern. 

Beispiel 6 

so Einf luB von LDL im Testmodell akute TransplantationsabstoBung LDL wird wie in Beispiel 1 a beschrieben aus Rat- 
tenserum gewonnen. Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt wie in Beispiel 5 beschrieben. Die Behandlung erfolgt mit den 
Praparaten am Tag der Transplantation und an den folgenden 14 Tagen je einmai taglich. 
Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse. 



9 
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Tabelie 3 



5 


Applizierte Verbindungen 


Tag an dem Absto flung des Transplan- 
tats erfolgt 


durchschnrrrJiche Absto- 
Bungszert (Tage; x ± SD) 




Korrtrolle 


13, 14, 14. 15. 15. 15. 15. 16. 16, 16 


14,9+1.0 




0.4 ml LDL 






10 


Verbindung 1 


22. 23. 23. 23. 23, 24, 24. 25. 25. 26 


23.8 + 1.2 


2.5 mg/kg Ratte/Tag 








0.4 ml LDL + 2,5 mg Verbindung 1 / kg 
Ratte/Tag 


35. 36, 36, 37, 37, 37, 37, 38. 38, 38 


36 9 ± 1 0 


15 


Verbindung 1 

5 mg / kg Ratte / Tag 


26. 27, 27, 28. 28. 29. 29. 29, 30. 30 


28.3±1.3 




0.4 ml LDL + 5 mg Verbindung 1 / kg Ratte / Tag 


40. 40. 40, 40, 41, 41, 41, 41, 42, 42 


40,8 ± 0.8 




Verbindung 2 


18, 18. 19. 19. 19. 20. 20,21,21,21 


19.6 ± 1.2 


20 


2,5 mg /kg Ratte / Tag 








0.4 ml LDL + 2,5 mg Verbindung 2 / kg Ratte / 
Tag 


28 28 28 29 30 31 31 31 31 32 


29,9 ±1,5 


25 


Verbindung 2 


22. 23. 24, 24, 24, 24, 24, 25. 25. 25 


24,1+1,0 


5 mg / kg Ratte / Tag 








0.4 mi LDL + 5 mg Verbindung 2 / kg Ratte / Tag 


35. 35, 36. 36. 36. 37. 37. 37, 37. 38 


36,4+ 1,0 




Verbindung 3 


19. 19. 19, 20. 20. 21,21.21.21. 22 


20,3 ± 1.1 


30 


2.5 mg/kg Ratte/Tag 








0,4 mg LDL + 2,5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / 
Tag 


28. 28. 29. 29, 29. 30. 30. 31. 31, 32 


29.7 ±1,3 




Verbindung 3 


23. 23. 23, 24, 24, 24. 24, 24, 25. 25 


23.9 ±0.7 


35 


5 mg / kg Ratte / Tag 








0.4 ml LDL + 5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / Tag 


34, 34, 34, 35. 35. 35. 36. 36, 36. 37 


35,2 ± 1.0 



40 

Die Tabelie 3 zeigt, dafi Zubereitungen, enthaltend LDL und eine Verbindung der Formel I. den Zeitpunkt der 
AbstoBung deutlich verlangern. 

Patentanspruche 

45 

1 . Zubereitung, enthaltend mindestens 

1) ein Lipoprotein, 

2) eine Verbindung der Formel I 

so 



55 
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und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der Forme! I und/oder ein physiologisch 
vertragliches Salz der Verbindung der Formel I, und 
3) einen pharmazeutisch vertraglichen Trager, wobei 

R 1 fur 

a) (C r C4)-Alkyl. 

b) (C 3 -C5)-Cydoalkyl, 

c) (C 2 -C 6 )-Alkenyl oder 

d) (C 2 -C 6 )-Alkinyl, stent, 

R 2 fur 

a) -CF 3 , 

b) -0-CF 3( 

c) -S-CF 3 , 

d) OH, 

e) -N0 2 . 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl, 
k) -CN oder 

I) -O-Phenyl , ein oder mehrfach substituiert durch 

1) <C r C 4 )-A!kyl, 

2) Halogen, 

3) -0-CF 3 oder 

4) -0-CH 3 , stent, 

R 3 for 

a) (C r C4)-Alkyl, 

b) Halogen oder 

c) Wasserstoffatom stent, und 

Xfur 

a) eine -CH-Gruppe Oder 

b) Stickstoffatom, stent. 

Zubereitung gemaR Anspruch 1 , wobei man eine Verbindung der Formel I und/oder eine gegebenenfalls stereoi- 
somere Form der Verbindung der Formel I und/oder ein Salz der Verbindung der Formel I einsetzt, wobei 

R 1 fur 



a) Methyl, 
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b) Cyciopropyl Oder 

c) (C 3 -C5)-Alkinyl steht. 

R 2 fur CF 3 Oder CN stertt, 

R 3 fur Wasserstoffatom oder Methyl steht. und 

X fur eine -CH-Gruppe steht. 

3. Zubereitung gemaB der Anspruche 1 oder 2, wobei man N-(4-Trrfluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotonsaure- 
amid, 2-Cyano-3<yclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanopheny1)-arriid oder N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan- 
3-hydroxy-hept-2-en-6-in-carbonsaureamid einsetzt. 

4. Zubereitung gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB ats Lipoprotein 
Low Density Lipoproteine, eine High Density Lipoprotein- Fraktion, High Density Lipoprotein - Subfraktion oder ein 
High Density Lipoprotein-Bestandteil eingesetzt wird. 

5. Zubereitung gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daB ais Lipoprotein HDL^ HDL 2 , HDL 3 , HDLc, Apo E. 
Apo A-l, Apo A-ll oder Mischungen derseiben eingesetzt werden. 

6. Zubereitung gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet daB zusatzliche Wirk- 
stoffe aus der Gruppe Antiuricopathika, Throrrtbozytenaggregationshemmer, Anaigetika, steroidale Antiphlogistika, 
nicht steroidale Antiphlogistika und immunsuppressive Verbindungen enthalten sind. 

7. Zubereitung gemaB Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daB Cylosporin A, FK 506 Oder Rapamycin enthalten 
sind. 

8. Verwendung der Zubereitung gemaB der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von immunologischen Erkrankungen. 

9. Verwendung gemaB Anspruch 8 zur Behandlung von akuten immunologischen Erkrankungen wie Sepsis oder All- 
ergie, Graft-versus-Host-Reaktionen, Host-versus-Graft-Reaktionen, von akuten, chronischen Oder hyperakuten 
AbstoBungsreaktionen nach Transplantation von Organen wie Niere. Herz, Haut, Leber, Knochen. Blut oder Haa- 
ren, von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, system isch em Lupus erythematodes oder multipler 
Sklerose, Psoriasis, atypischer Dermatitis, Asthma, Urtikaria, Rhinitis, Uveitis, Typ ll-Diabetes, zystischer Fibrose, 
KoWis, Leberfibrose, Krebserkrankungen wie Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs. Sarkome, Kaposi's Sar- 
kom, Meningiom, Darmkrebs, Lymphknotenkrebs, Hirntumore, Brustkrebs, Pankreaskrebs, Prostatakreos Oder 
Hautkrebs. 

10. Verfahren zur Herstellung der Zubereitung gemaB der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man High 
Density Lipoproteine und eine Verbindung der Formel I und einen pharmazeutischen Trager zu einer pharmazeu- 
tischen Darreichungsform verarbeitet 



